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膵 の ga mm a－glutamyltr a n speptida seくy－ G T Plが癌化に 伴 っ て ど の よ う な 質的変化 を発現す る か
を明 ら か に す る目的 で ， 膵癌組織 よ り y．G T P を精製 し， 同様な 方法で精製し た正 常膵 な どの 他 の 組織 の
y－G T P と比 較し なが ら ， 膵癌 y －G T Pの 各種性状を検討し た． 正 常膵2例， 膵癌5例， 正 常肝1例， 肝細
胞癌2例お よ び正 常腎 1例の 各組織 を材料 と し， デオ キ シ コ ー ル 酸塩 と トリ トン X－100で 可溶化衡 ア セ
ト ン と ブ ロ メ リ ン 処 理 に よ り抽出 し， D E A E－Sepha r o s efa st flo w， P henyトSepha ro s eC L－4B およ び
Mo n oQ H R 51 を用 い た カ ラ ム ク ロ マ ト グラ フ ィ ー を行 い ， y－G T P を分離精製 した． 抗腎 y． G T P抗体
を用 い た免疫学的検討で は， 膵癌 y－G T P は正常阻 正常肝， 肝細胞癌お よび 正常腎の y－G T P との 間に 抗
原性の 羞は認 めら れ な か っ た ． 膵癌 y－G T Pの 電気泳動度 は， 5例 中4例 で 肝細胞癌 y－ GT Pと 同様に ， 正
常組織の y．G T Pに 比し て 明 ら か に 遅れ て い た． 膵癌 y－G T Pの 等電点は， 症例 に よ り異な るも の の ， 肝細
胞癌 y－GT Pと同様 に い ずれ も正 常組織 の y－ G T Pに 比 して 高か っ た ． こ の よう な痛組織と 正常組織の y－
G T Pの 等電点の 差はノイ ラミ ニ ダ ー ゼ処理 に よ り小 さ く な っ た ． 各種 レ ク チ ン の 卿口性カ ラム ク ロ マ トグ ラ
フ ィ ー に よ る分 析で は， 膵癌 y－G T Pの c o n c a n av alin A くCo n Alに 対 する親和性は， 5例 中2例で正 常
膵 y－G T Pの それ よ り増加し てい た ． 膵癌 y－ G T Pの Le n s culin a ris ag glutininくL C Alに 対す る親和性は，
5例中 4例 で 正 常膵 y－G T P より明ら か に 増加し て お り， こ の よう な性状 は肝細胞癌 y－G T Pに お い て も
明らか に 認 めら れ た． ま た， 正 常膵 や正 常肝 の y－ G T P は P ha se olu s v ulga ris e rythro ag glutin ating くE－
P H Aj に 対 し て 殆 ど親和性 を 示 さな い の に 比 して， 膵癌 y－ G T Pの E－P H Aに 対す る親和性は 5例中2
例で 明ら か に 増加 し， 他の 1例で も その 傾向が認め ら れ た． ま た， 肝細胞癌 y－ GTP で も ， E－P H Aに 対す
る親和性 は明ら か に 増加して い た ． 以上 の 成績 よ り， 膵癌 y－GTP で は正常膵 y．G T Pに 比 較して ， シ ァル
酸含量の 減少， フ コ ー ス とbis ecting N － ア セ テル グ ル コ サ ミ ンくbise cting N－ a C etylglu c o s a min e，bis ecting
GIcN Acl 残基数の 増加な ど， 糖鎖構造 に お い て 質的変化の 発現 して い る こ とが 示唆され る ． ま た， それ は
肝細胞癌 y－G T Pに み られ る癌性変化と類似 し た点を有す る もの と推察さ れ る．
Key w o rds pan cr e atic c a n ce r， ga m m a－ gluta myltranspeptidase， Sugar Chain，
hepatoc ellula r c ar cin o m a
ga m m a－gluta myltr a n speptidas eくy
－ G T Pl は 晴乳
動物の種 々 の 臓器 に 広く 分布 し， 膜結合酵素 と して 存
在する が1 1， 各種の 実験的研究よ り ， 癌胎 児性蛋白に 類
した性格も有 す る こ と が 示 唆さ れ て い る2ト 51
． 実際，
ラ ッ トの 個体発生 に お け る肝の y－G T P活性は， 胎児
期に 最も高く， 生後急激 に 下降し， 成熟肝 で はそ の 晴
性はき わ め て低く な る21． 一 方， 各種の ラ ッ ト実験肝癌
の 発癌過程 で は， 前癌性病変と も みな され て い る酵素
変異巣や過 形性結節の 時期に お い て， すで に 高度 な y ．
G T P活性 の 増加 が み られ， 癌化が進行する に 従 い ， 活
性が著明 に な る こ とが 知ら れ て い る3 州
．
こ の よう な
点に 注目し た臨床的研究に よ り， ヒ ト肝細胞癌患者血
A br eviatio ns ニAFP， a －fetopr oteinニ ConA， C OnC a n aValin AニE－P H A， P hase olus v ulgaris
erythro ag glutinating ニF P L C，fastpr oteinliquidchro m atography 三y－ G T P， ga m m a－gluta myト
transpeptidas eニ GIcN Ac， N －a C etylglu c os a mineニ L C A， Lens c ulin aris ag glutinini P B S，
phosphate－buffered s aline．
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清中に特異的 に 出現す る No v el y－ G T P が発見 され る
な ど6ト 射 ， 従来t y．G T Pの癌性変化 に 関 して は， 専 ら，
肝癌 を中心と して研究が な さ れ て き た．
一 九 膵癌 で は y－G T P活性 の 高 い こ と は 知 られ て
い る もの の 糾 0ユ， 膵 y－G T P が癌化 に 伴 っ て どの よう な
質的変化を発現す るか は明ら か に され てい な い ． この
よ う な点 を明 ら か に す る た め， 膵 癌組織 よ り y－G T P
を精製 し， 同様 な方法 で精製 した 正常膵， 正常肝， 肝
細胞癌お よ び正 常腎の y－GT Pと比較 しな が ら， 膵癌
y． G T P の各種性状 を検討 し た．
対象 お よ び方法
I ． 対 象
金沢大学が ん研究所内科お よび そ の 関連施設 に お い
て ， 手術ある い は剖検 に よ り得た 正 常膵2例， 膵癌5
例， 正常肝 1例 ， 肝細胞癌 2例お よび 正常腎1 例 を実
験材料と し， 実験まで － 7 00C に 凍結保存 した． なお ，
膵癌 5例中3例 く症例 1， 4， 5Iは膵癌原発部位 を，
他 の 2例 く症例 2， 3コ は肝転移部位 を材料 と して 用
い た．
工工 ． y． G T P活性の 測定
y．G T P活性 は Tate ら11 の 方法 に 従っ て 測 定 し，
37
．
C に お い て y－し gluta myl－p－ nitr o a nilide か ら 1 分
間に 1JLm Olの p－nitro aniline を生 ずる と き の 力価 を
1単位と した． また， 蛋白量の 測定は Lo w ry 法 に 従 っ
た1 21．
Hl． y － G T Pの 精製
表1 に 示 す ごとく， y－G T P の抽出は Orlo w sk i ら
1 3J
の 方法 に 準 じて行 っ た ． まず， 組織 を 3倍量の 0．08 M
MgC12 溶液 に て ホ モ ジナイ ズ し， 1 N NaOH でpH lO
に 調整後， 37
0
C， 2時間イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン した ． そ
の 後，25，000Xg，40分間の 冷凍遠心 に よ り膜成分を含
む沈淀を得， こ れ を 1．5％デ オ キ シ コ ー ル 酸 ナ ト リ ウ
ム と5％ トリ ト ン X－100 を含 む 0．1 M Tris H Cl綬衝
液 くpH 8．OI 中で 48時間捜拝 して 可溶化 した． つ い
で， 25，000X g，40分間の 冷凍遠心 に て得 られ た 上 浦を
脱塩後， － 15
0
C 下で 2倍量 の ア セ ト ン を加 え て脱脂 し
た． そ の沈澱物を 0．1 M Tris H Cl緩衝液 くpH 8．01
で ホ モ ジナイ ズ後， 脱塩 し， ブ ロ メ リ ン く1 mgJ
，15mg




こ の よう に し て 可溶化 し た ッーGT Pを 含 む 試料 を
D E A E－Sepha r o s efa st flo w くPha r m a cia Fin e
Che mic als， Up ps ala， Sw ede nl の カ ラム く2．5XlO
c ml を用 い て 0．01 M Tris H Cl緩衝液 くpH 8．Ol 中
で NaCl濃度 を O M か ら 0．5 M まで 連続的 に 変化さ
せ ， イ オ ン 交換ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー を行 っ た ． 溶 出さ
せ た 有活性分画 を回収j乳 1．O M硫酸 ア ン モ ニ ウム を
含 む 0．01M リン 酸 塩緩衝生 理食塩水 くpho sphate．
buffered s alin e，P B S，pH 6．81 で 平衡化 した Phe nyl．
Sepha ro s eCL 4 BくP ha rm a ciaI の カ ラ ム く2．5xlO
C mう を 用 い て ハ イ ド ロ フ ォ ー ビ ッ ク ク ロ マ ト グラ
フ ィ ー を行 っ た ． 溶出液に は 50％ エ チ レ ン グリ コ ー ル
を含 む P BS を用い ， 0％か ら 100％ま で連続的勾配で
溶出し た． 最後 に ， そ の 溶出 した有活性分画 を0．01M
Tris H Cl緩衝液 くpH 8．Ol で 調整4A， P ha r m acia製
の 高速 液体 ク ロ マ ト グラ フ ィ ー 装 置 Fa st pr otein
liquidchr o m atogr aphy くF P L CI syste m の も とで，
M o n oQ H R 5JI くPha r m a cial を用 い て， 前述した
D E AE－Sepha r o s efa stflow と 同 じ条件でイ オ ン交換
ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー を行 い ， y－G T Pを分離精製した
．
IV． ゲ ル 電気泳動法
電気泳動 は Pha r m a cia 製 の 電 気泳 動 装置Phast
SySte m を用 い て行 っ た ． 8 J，b25％の ポリ ア ク リル アミ
ドグ ラ デ ィ ェ ン トゲ ル くPha r m a cial を支持体とし，
ま ず， 10m A の定電流 で 5分間泳動後， 試料を添加し，
1 m A 5分間， つ い で 6m A 70 分間の 本泳動を行っ た ．
泳動後 ， 澤武ら7フの 方法 に より y．GTP 染色を行 っ た ．
V ． 各種 レク チ ン親和性カ ラム ク ロ マ トグ ラフ ィ ー
レ ク チ ン と し ては ， COnC a n a V alin A くCo n A l，
Le n s culina ris ag glutinin くL C Alお よ び Phas e olus
V ulga ris e rythr o ag glutin ating くE－P H Al を用 い て 検
討 し た． Co n A －Sepha r o s eくPha r m a cial の カ ラ ム
く0．8X 15c ml と L C A－Sepha r o s e4BくPha r m a ciaI
の カ ラ ム く0．8X15c mンに は， い ずれ の 場合も 0．01 M
M gC12 ， 0．01 M MnC12， 0．01 M Ca 12 お よ び0，5 M
NaCl を溶解 し た 0．05 M Tris H Cl緩衝 液 くpH
7．5うで 平衡化後 ， 試料を添加 し， カ ラ ム を素通 り する
非結合分画 と 0．2 M メ チ ル 一 正 －D一 マ ン ノ ピ ラ ノ シ ド
くE．Y Labo r ato rie sIn c． ， Sa nMate o， U ．S．A ．1 で 溶出
さ れ る 結合分画 に 分離 し， y－G T Pの レ ク チ ン に 対す
る結合率 を求め た． ま た， E－P H A－ ga ro s eくE■ Ylの
カ ラ ム く0，8X 15c ml に は， 0 ．15 M NaCl を含む6．7
m M リン 酸緩衝液 くpB 7．4うで平 衡化し， 溶出液には
1．O M NaClを 含む 6．7m M リン 酸綬衝液 を用 い て親
和性 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー を行 い ， その 溶 出像 を比較検
討 した． なお ， カ ラ ム の 溶出速度 はい ずれの レ ク チン
の 場合 も 12mlノbr と し， 1．O ml ずつ 分画採取し た．
V王． エ レク ト ロ フ ォ ー カ シ ン グカ ラム ク ロ マ トグラ
フ ィ ー
F P LC syste m の も と で M on oP H R 5120
くP ha r m a cial を 用 い ， 0．02 M Tris II Cl緩衝液
くpE 7．引 で 平衡化 した ． 溶出液 に は ポ リ バ ッ フ ァ
ー
P B 74くP ha r ma cial と フ ァ ル マ ラ イ ト2．5，5
膵癌 アー G T Pの 性状
tp ha r m a cial を 3対 1 で混合し， 10倍 希釈 し た も の
冊 Cl でpH2．5に 調整うを使用 した． 溶出液は pH 7．5
か ら pH2．5 まで ほ ぼ直線的な pH 勾配が得 られ ， P王1
が2，5 に 達し た後， 2．O M NaCl を含む亡J，02 M Tris
日Cl緩衝液 くpH 7．5トむ加 え， 等電点の 2．5 以下の も
の を溶出さ せ た．
V m ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ 処理
ノ イ ラ ミ ニ ダ
ー ゼ処 理 は試料 の pH を 0．2 M酢酸
緩衝液 くpH 3．Olで 5 ．0 に調整後， y－ G T P活性 70m U
に 対 し， 0 ．1 M 酢 酸緩衝液 くpH 5．0う に 溶 解 し た
Arthroba cter u r e afa cie n sノ イ ラ ミ ニ タ
や
－ ゼ く半 井
化学， 京都う を 50nlU 加え， 37
0




分離精製 した ヒ ト腎 y－ G T P を抗 ヒ ト全血清 を結合
させ た C N Bト 活性化 Sepha r o se4B CP har ma cial に
よる ネ ガテ ィ ブ ア ブ ィ ニ イ チ イ ク ロ マ ト グラ フ ィ ー を
行い ， 爽雑蛋白を除去した． こ れ を Fre u nd，s c o mplete
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adju v a nt くヤ トロ ン ， 東京っ と混和 し， エ マ ル ジ ョ ン
と し て ニ ュ ー ジ ー ラ ン ドホ ワ イ ト ラ ビ ッ トに 免疫 し，
型の ご と く抗 血 清 を 得 た15，． こ の 抗血 清 を D E A E－
Sepha r o sefa st flow カ ラ ム ク ロ マ トグラ フ ィ ー に よ
り 短G 分画を分離 し， 得 られ た抗 ヒ ト腎 y－G T P抗体
を用 い て Ou chterlo ny法 を行 っ た ． さ らに ， 既述の 方
法7，に よ りy－G T P活性染色 を して ，沈降線 を確認 した
．
成 績
工 ． 正常勝， 膵癌， 正 常肝 ， 肝 細胞痛お よ び正 常腎
の y － G T Pの 精製
膵癌 y－ G T Pの 精製過程 は表 1 に 示 す ご と く で あ
り， 最終段階で の 比活性は 816m Uノm g protein で ， デ
オ キ シ コ ー ル 酸塩 と トリ ト ン X－100 で可溶化 し た段
階 と比較 し て ， 精製倍率は 995イ乱 収率 は13％で あっ
た ． 一 九 正常膵， 正 常肝， 肝細胞痛お よ び正 常腎か
ら 精製 し た y－G T Pの 比 活性 と 収率 は そ れ ぞ れ 804
m Ulmg protein と 14％， 1230m Ulm g pr otein と
Tablel． Purific atio npr ofile of T－G T P fro mpa n cr e atic c a n ce r．
Step
， 。l霊監l， ，，。鵠Lg， 8 Ct蒜L。， a c．i詣詣m g， ，。定温 瑚 Yie－dく％I
Sodiu m de o xycholate a nd
Tri10 nX．10 0e xt柑 Ctio n
1．3 00
Ae eto n epre cipitatio n l．00 0
Bro m el且in lre atm e nt l，000
Chro m atogr 8phy on 440
D E A E－Sepha TO S ef8 StlJo w
C寵諾だ量岩塩よ三cL ．B 400
Cbro m a10gr叩by o n 18





























Fig． 1－ Ele ctropho r etic patte r n of the pu rified y．
G T P fra ctio n s u sing 8－25％ polya c ryla mide
gradient gelslab． Ca s elくN．P．1Ja nd c a s e2くN．P．
2lofn o r m alpa ncre a s， andc a邑eltP．Ca ． 1J， C a S e2
tP．Ca，2J， C a S e3くP．Ca ．3ン， C a Se4くP．Ca． 4Ia nd c a se













Fig－2■ Ele ctr opho retic patter n of the pu rified y－
G T P fr a ctio n s u sing 8－2 5％ polya crylami de
gradie nt gel slab． No r mal pa n cr e a sくN．P．1，
n om lal kidn eyくN．K．1， n O r m al liv e rくN．L．J， a nd
C a Sel くH CC IJ a nd c a s e2 くH C C 2l of hepat，
O C ellula r c a r cino m a s．
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12％， 2270m UJm g protein と 11％， 4 884m Ulm g
pr otein と 14％で あ っ た ．
H ． 電気泳動度
8 旬 25％の ポ リ アク リ ル ア ミ ド グ ラ ディ エ ン トゲ ル
電気泳動で は ， 図 1 ， 図2 に 示 す ご と く， 各組織よ り
精製 した y－ G T P はい ずれ も単 一 の 活性帯 に 泳動さ れ
た
．
正常膵 y－ G T Pの 2例 と 膵癌 y－ G T P の 5例中 1
例 く症例 51 ほ ほ ぼ等 しい 泳動度 を 示 した が ， 他の 膵
癌 y－GT P の 4例 く症例1， 2， 3， 41 は 正常膵 y－
G T Pに比 して 明らか に遅 い 泳動度を示 した ． た だ し，
そ の 4例中2例 く症例2， 4うの 泳動度 は ほぼ 一 致 し，
最 も遅れ たが ， 他 の 2例 く症例 1， 3フ は前 2者 よ り
や や 陽極寄り の 位置 に 泳動 さ れ た． 一 方， 正 常肝 y．
G T P は正常膵 y． G T P と同様 に 最も 陽極寄 り に ほ ぼ
一 致 した位置 に 泳動さ れ たが ， 肝細胞癌 y－ GT P の 2
例 と正 常腎 y－ G T P は正常膵 y－ G T P より 遅 い 泳動度
を示 し， 肝細胞癌 y－G T P の 2例中1例 く症例 1うは 正
常腎 y－GT Pと ほ ぼ同 じ位置に ， 他の 1例 く症例 2つは
それ よ りや や遅 い 位置 に 泳動され た．
H ． 各種 レ クチ ン親和 性カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー
に よ る検討
1 ． Co n A に 対す る 親和性
正常膵 y－G TP の 2例 の Con A 結合率 は そ れ ぞ れ
78％， 77％で あ っ た の に 対 し， 膵癌 y－G T P の Co nA
結 合率 は 5例中 3例 く症例 1， 2， 4う が それ ぞ れ
77％， 78％， 78％と正 常膵 y－G T P と等しか っ た が， 他
の 2例 く症例 3， 5う は それ ぞれ 89％， 99％と 高値 を
示 した ． ま た， 正 常肝 y．GTP の Co nA 結合率は 90％
で あ っ た の に 対 し， 肝細胞痛 y－G T Pの 2例は それぞ
れ 95乳 97％とや や 高い Co n A 結合率 を示 した． 叫
方 ， 正常 腎 y－G T P は 15％ と低い Co nA 結合率を示し
た く表 2フ．
こ の よ う に ， Co nA の場合， 正常 の 各臓器間で親和
性 に か な り の 差異が み られ た． ま た， 膵癌 y－G T Pで は
5例中 3例 は正 常膵 y－G T P と同様 の Co n A 結合率
を示 した が ， 他の 2例 で は 結合率が増加 し， Co nA に
対 す る親和性の 高 くな っ て い る可能性が 示 唆された．
2 ． L C Aに 対す る親和 性
正 常膵 y－ GT Pの 2例は それ ぞれ 17％，20％の LC A
結合率 を示 す の に 比 較 し， 膵癌 y－G TP で は 5例中4
例 く症例 1， 3， 4， 5うが 30％以上 の 高い L C A結合
率 を 示 し た く表 2う． ま た， 正 常肝 y－G T P は 34％の
L C A結合率 を示 す の に 比 較 し， 肝細胞癌 y， G T Pの2
例 は い ずれ も 50％前後の高い L C A結合率を示 した
．
一 方， 正 常腎 y－ G T P の L C A結合率 は 0％で LC A カ
ラ ム に 結合 しな か っ た ．
以上 の ご と く， 膵癌 y－ G T P は肝細胞痛 y－G T P と
同様 に ， 多 くの 場合 L C Aに 対 して親和性 の 増加する
も の と考 え られ た ．
3 ． E ． P E Aに対 す る 親和性
図 3お よび 図 4 は 各組織 y－GT Pの E－P H A親和性
カラ ム ク ロ マ ト グラ フ ィ ー の パ タ ー ン を示 す ． 正常膵
y－ G T P と 正常肝 y． G T P は どち ら もノ イ ラ ミ ニ ダ ー
ゼ 処 理 に 関 係 な く， E－P H A カ ラム を 素通 り し， E－
P H Aに 対 して殆 ど親和性 を示 さ なか っ た ． 一 方， 膵癌
y rG T Pで は 5例中2例 く症例2 ， 41が E－P H Aに 対
Table 2． A ffinity of T－G T Ps purified fr o m n o r m al pa nc re a s， Pa n Cr e atic
c arlC e r， n Or mal 1iv er， hepato c ellular c ar cin o m a a nd n or m al kidn ey
to Co n A－ a nd L C A－Sepha ro s e c olu mn －
Tiss u e Co n A－bo u nd fr a ctio n L C A－bo u nd fr a ctio n
Nor m alpa n cr e a s
c a sel
c a s e2
Pa n c re atic Ca．
C a S el








Nor m al kidn ey
膵癌 ツー G T Pの 性状
し親和性を有 し， そ の 溶出の遅れ る パ タ ー ン を示 した ．
ま た， 他の 1例 く症例 5う で はそ の 溶 出の遅延は軽度
で あっ た が， 1．O M NaClを含む溶出液で小 さ な ピ ー
ク を示 す こ と よ り， 正 常膵 y－G T Pに 比 し て E－P H A




















に 対す る親和性の 増加 して い る傾向が示 唆され た ． こ
の よう な溶出の遅延 す る パ タ ー ン は肝細胞癌 y．GTP
の 2例と正 常腎 y．G T Pに お い てよ り明瞭であり， そ
の遅延パ タ ー ン は肝細胞痛 y－G T Pで 最も 著明 であ っ
2 0 40
Fract10 n n u mbe r
Fig． 3． A ffin ty chro m atography of y
－G T Ps pu rified fr o m n o r m alp n cr e a sくc a sel，21
a nd pa ncre atic c anc e rsくc a s el，2，3，4，5lo n a nE－P H Aaga r o s e c olu m n． T he a rr o w s
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ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ処理 後， 膵癌 ， 肝細胞癌お よび 正
常腎の y－G T Pで は， 一一 般に フ ラクシ ョ ン11に ピ ー クを
有する 素通 り分画と 1．O M NaCl を含 む溶出液 で溶出
さ れる 分画に より明瞭に 分か れ ， 多分 に 後者の 分画の
増量 する パ タ ー ン が認め られ た ． さ ら に ， ノ イ ラ ミ ニ
ダ ー ゼ処理前 は溶出の 遅延 の認 め られ な か っ た 膵癌
y－ G T Pく症例 3ンに お い て も， ノ イ ラ ミ ニ ダ
ー ゼ処理
後で は 1．O M NaCl を含む溶出液添加後 に 小さ な ピ ー
ク を示 した． こ れ は， シ ァ ル 酸 を除く と E－P H Aに 対 し
親和性を有 す る部分が露出 し， E－P H Aに 対す る親和
性が よ り明瞭 に な っ た た めと 思われ た o
Hl． 等電点の 検討
図 5に 各組織 y．G T Pの ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ処 理 前後
に お け る エ レ ク ト ロ フ ォ ー カ シ ン グ ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー に よ る溶出像 を示 す． こ れ よ り求め た各組織 y－
G T Pの 等電点 は表 3に 示 す ごと く で ある． 正 常膵 ツー
GT P 2例 の 等電点 は い ずれ も 4．0で あ っ た ． 一 方 ， 膵



















癌 y－G T Pの 等電点は症例に より異な っ てい る も の の ，
い ずれ も 正 常膵 y－G T Pに 比 して 高値 で あ り， 膵痛 y－
G T P と 正常膵 Y－G T Pの 間 に は等電点に か な りの 差
異 が み られ た． 正 常肝 y－ G T P と肝細胞癌 y－G T Pに
つ い て み て も， 前述の 膵 の 場合と同様， 肝細胞痛 y－
G T Pの 等電点は 正 常肝 y－G T Pの そ れ よ り高値で あ
り ， くわ えて 膵癌 y－G T Pに 比 して も高 い 等電点を有
した．
ノイ ラ ミ ニ ダ ー ゼ 処理後 で は ， 各組織 y－G T Pの等
電点の多く は 6．0 か ら 6．2の 間に 移動 し， 各臓器間あ
る い は癌組織と 正 常組織の 間の 等電点の 差 は殆 どみ ら
れ な く な っ た ． し か し， 膵 癌 y－G T P で は 5例中2例
く症例1 ， 5 J が それ ぞれ 5．2， 5．6 と比較 的低い 等電
点 を示 し， ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ 処理 後も膵癌 y－G T Pの
等電点に は軽度 な不均 一 性が み ら れ た．
IV． 免疫学的検討
図6 に 抗体 と して抗 ヒ ト 腎 y－G T P抗体 を， 抗原と
して 正 常f軌 膵癌， 正 常肝， 肝細胞癌 お よ び正 常腎の
N o r m al k i dn ey
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Fig．4． A ffinity chr o m atogr aphy ofy－ G T Pspu rifiedfrom n o r malliver， n O r m al kidn ey
a nd hepato c ellula r c arcino ma sくca sel，2I o n a nE－P H Aaga r o se c olu m n－ T he
a r row s sho w whe re elution w a sbegu n with 6．7 m M K H2P O． ，1．O M NaCl－ 専 一 ■ ，
y－G T Pwitho ut n e u r a minida setr e atm e ntニ 0
－ －
… ・ 0
， y－G T Pwith n e u r a minidas e
tr e atm ent．
膵癌 y－G T Pの 性状
y
－GT P を 用い て Ou chterlo ny 法 を 行 い， さ ら に y－
GT P染色 した像 を示 す． 各抗原 は抗 ヒ ト腎 y－ G T P抗
体との 間に 互 い に 完全に 融合す る 1 本の 沈降線 を形成
して い るの が 認 めら れ ， 免疫学的に 区別 し得 な か っ た ．
考 察
y－G T P は各種の ラ ッ ト実験肝癌な ど の 研究 よ り ，
癌胎児性蛋白に 額 した 性格 を有す る こ と が 示唆 され ，
癌化に 伴う本酵素の 動態が注目され てき た
2 州
． 実際，






















の 臨床的研究に より ， ヒ ト肝細胞癌患者血清中に 特異
的 に 出現 す る活性帯が見出され ， No v el y－G T P と称
し て報告さ れ て い る ． さ らに ， 本アイ ソ エ ン ザイ ム は
他の 活性帯と各種 レ ク チ ン や ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ に 対す
る反 応性 な どに お い て 異な っ て い るが ， 酵素的性質や
ポ リ ク ロ ー ナル 抗体 に よ る免疫学的性状に お い て 区別
し得 な い こ と な どよ り， y－G T Pの 癌性変化は 蛋白部
分で はな く糖鎖部分に 起こ っ て い る可 能性が 示唆さ れ
てい る 机 511 引
． ま た， 山下 らI 71はラ ッ トに お い て で ある
が， 腹水肝癌 A H－66 とラ ッ ト正常肝由来の y－ G T Pの
Fr a ctio n num be r
Fig． 5． Ele ctrofo c u slng C Olu m n chro m atogr aphy of y－G T Ps pu rified fr o m n o r m al
pa n cr e a sくc a sell， pa n C r etic c a n ce rくc a s ell， n O r m al liv e r， hepato c ellula r c a rcin o m a
くc a s elland n o r m alkidn ey ． 中 一 書 ， y－G T P witho ut n e ura minida setr e atm enti
O … … 0 ， y－G T Pwith n e uraminida s etr e atm ent．
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Table 3． Is o el ctric points of T －G T Ps pu rified fr o m n or m al pa n cr e a s，
Pa n Cre atic can c er， n O rm a1 1iv er， hepato c euular c arcin o m a a nd
n orm al kidn ey．
Tis su e
m霊i盟ミ禁妄言e芸呂慧t， mi雲ミd禁eIr 監 ．，
Nor m alpa n cr e a s
c a s el
c a s e2
Pa n cr e atic Ca．
c a s el
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Norm al Hv er
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Fig．6． Do uble im m u n odiffu sio n in aga ro s egel
Stain ed with y．G T Pa ctivity． y．G T Ps pu rified
fr o m n o r m alp n cr e a sくN．P．1， pa n C r e atic c a nc er
くP．Ca ．J， n O r m al liv er くN．L．l， hepato c ellula r
C a r Cin o m aくH C CI and n o r m al kidrley くN．K．J．
Antibody again st y－G T Ppu rified fr o m n o r m al
kidn eyくA bl．
糖 鎖構造 を比 較研究 し， その 糖鎖 の 癌性変化 を具体的
に 明ら か に し て い る． こ の よ う に ， 従来 y－G T Pの 癌性
変化に つ い て は， 専ら肝癌を中心 と して 研究 され て き
た ．
一 方， 膵に お い て も y－G T P活性 の 高い こ と が 知ら
れ て い る91 川が ， 膵癌 の y－G T Pに つ い て検 討し た研究
は山口 ら 瑚 の 報告以外 に はな い ． そ れ に よ る と， 正 常膵
y－ G T P と膵癌 y．G T P の間で 分子 量， 等電点， Co nA
や LC Aに 対す る反応性な どの 各種性状に 明 らか な 差
異は認 め られ な か っ た と し， 膵 y －G T P の癌性変化に
対 して は 否定的 な報告が な され て い る ． 著者は この よ
う な点 を明ら か に する た め， 各種分画法 を用 い て膵癌
か ら y－ G T Pを精製 し， 同様 な方法で 精製 した正 常膵，
正 常肝， 肝細胞癌お よ び正 常腎の y－G T P と比 較しな
が ら， 各種性状 に つ い て検討 を試み た． 一 般に 酵素で
あ る y－ G T P の性状 を論 じる場合 に は， 基 質 に 対する
Km 値， 至適 pH， 各種 金属イ オ ン に よる影響， 各種ア
ミ ノ 酸の ア ク セ プ タ ー と し ての 反応， 耐熱性な どの物
理 化学的性状 に つ い て も検討す べ き で あ ろう． しか し，
正 常 の 各種組織 の y－G T P あ るい は肝癌 の y－G T Pの
性格 を検討 した従来の 報告をみ ると， い ずれ も酵素学
的性格 に は 差異 は な く， 肝癌の y－G T Pで は糖鎖部分
の 偏俺 を示 唆す る成績が報告さ れ て い る引1 5I 刷 ． こ の よ
う な点 を考慮し て， 本研究で は主と して糖鎖部分の 変
化 を反映す る各種 レ ク チ ン に 対す る反応， 電気泳動度
や等電点の 変化 な どを中心 と し て検討 を試み た わけで
あ る
．
まず， 家兎に 免疫 し て 作製 し た抗 ヒ ト腎 y－GT P抗
体 を 用 い て Ou chterlo ny法 に よ り そ の 免 疫学的検討
を行 っ た と こ ろ， 膵癌 y－ G T P は正常膵や他の 組織の
y－GT P と免疫学的 に 共通の 抗原 性 を有 し て お り， ポ
リ ク ロ ー ナ ル 抗体 で 検索 す る 限り で は， 膵癌 y－G TP
に は従来， 報告され て い る肝細胞癌 y－G T P鋸1 51と同様
に ， 免疫学的に 特異な性状 は認 めら れ な い ．
電気泳動度に つ い て み る と， 膵癌 y－G T Pの 泳動度
は症例 に よ り多少異な る も の の ， 5例 中4 例で 正常膵
y－ G T Pに 比 較 し て 明 ら か に 遅 い 泳動度 を示 し た． ま
膵癌 y－G T Pの 性状
た， 肝細胞癌 y． G T P も正常肝 y－G T Pに 比 し て 明 ら
か に泳動 度が遅れ て お り， 膵癌 y－G T P と肝細胞癌 y－
G T Pは い ず れ も 同様 な方向性 を有す る 変化 を示 し て
い る
．
電気泳 動 に お け る こ の よ う な y－G T Pの 泳動度
の差異 に は ， ま ず， 本酵素の 荷電に 影響 を与え る シ ァ
ル 酸な どの 糖鎖構造 の 変化が関与 して い る 可能性が問
題に な る． 実際に ， 各組織の y－G T Pの 等電点を比 較 し
てみる と， 正 常膵 y－ G T P と正常肝 y－G T Pの 等電点
はどち らも 4．0前後で あ り， 一 方， 膵癌 y－ G T P と肝細
胞癌 y－G T Pの 等電点は症 例 に よ り 異な る も の の ， そ
れぞれ 正常膵 y． G T Pと正 常肝 y－ G T Pに 比 して 高 い
等電点を有し て い た ． さ らに ， ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ処理
によ り シ ァ ル 酸 を除去 す ると， 癌組織 と正 常組織の y－
GT Pの 等電点 の 差 が 小 さ く な る こ と よ り， 膵 癌 y－
G T Pお よ び肝細胞癌 y－G T P は 正常組織 の y－G T P
に比 して シ ァ ル 酸含量 の 少な く な っ て い る こ と が推測
される ． こ の こ と は ラ ッ ト腹水肝癌 A H－66で 産生さ
れる y－G T Pで は その 酸性糖鎖が増加 し， 正 常 に 比 し
て等電点 の低 く な っ て い る と い う ラ ッ ト に お け る 成
績1 71と対照 的で あ り興 味深 い ．
y
－G T Pの 糖鎖構造 に 関し て は， 正常 の 哺乳動物で
はア ス パ ラギ ン 結合糖鎖 で 高マ ン ノ ー ス 型 糖鎖と多様
な複合型糖鎖 か ら な る こ と が 明 ら か に さ れ て い
る1 91201． そ こ で 各組織よ り分離精製 した ytG T Pの 糖
鎖構造 の 質的差異 をみ る ため に ， 各種 レ ク チ ン親和性
カ ラム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ る検討を行 っ た ．
Con A の 場合， 高 マ ン ノ ー ス 型糖鎖や ガ マ ン ノ ー ス
囁基の C－4 に 結合 し た N－ア セ ナ ル グ ル コ サ ミ ン
くbise cting N －a C etylglu c o sa min e，bise cting GIcN Acl
を有さ な い 2本鎖の 複合型糖鎖 に 親和性 の ある こ とが
知られ てい る2り． 今回 の 成績で は， 各臓器間で Co nA
親和 性 に か な り の 差異が み られ た こ と よ り， y－G T P
の糖鎖構造に は臓器特異性の あ るよ う に 思 わ れ る． ま
た， 膵癌 y －G TP で は 一 部 の 症例 で 正 常膵 y－G T Pに
比 して Co n A 結合率の 増加がみ ら れ て お り， 膵癌 y．
G T Pで は Co nA 親和 性 に 関与 する糖鎖 に 癌性変化の
発現 して い る可能性が示 唆さ れ る．
LC A は 2本側鎖の 糖鎖の 還元 末端の フ コ ー ス と 特
異的に 反 応す る こ と が知 られ て お り2 21， 肝細胞癌の 典
型的な腫瘍 マ ー カ ー で あ る a －fetoprotein くA F Pl の
L C A結合性 を検討 し た成績 に よ る と ， 肝硬 変 で は
L C A非結合分画が大部分を占 め るが ， 肝細胞癌 で は
LC A結合分画の 増加 してい る場合が多い こ とよ り， 癌
化に 伴 っ て fu c o sylated A FP の 増加す る こ とが 推測
され てい る231241
． 著者 の y－ G T Pに お け る L C A親和性
の 検討 で は， 正 常膵 y－G T Pの L C A結合率 は 20％以
下 で あ る の に 対 し， 膵癌 y－ G T P で は 5例中 4例 が
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30％以 上 の L C A結合率 を 示 し， ま た， 肝細胞癌 y－
G T P も同様 に L C A結合率が増加 す る と い う 成績 が
得られ た． この こ と よ り， 膵癌 y．G T Pお よ び肝細胞痛
y－G T Pで は， 癌化 に 伴い そ の 糖鎖の fuco sylation が
肝細胞癌の AFP でみ ら れ るの と同様 に 増加 して い る
も の と 思わ れ る．
E，P H Aに 関 して は， bise cting GIcN Ac残基の あ る
こ と およ び GalPl － 4 G IcN AcPl． ＋ 2 Ma n aト ヰ 6
グ ル ー プが置換さ れ て い な い こ と が E．P Ii Aに対 す る
親和 性 に お い て重 要で ある と い われ てい る2 5I261． こ の
bis e cting GIcN Ac 残基 は ラ ッ ト正 常肝の y．G T P で
は 一 切認め ら れ な い が， ラ ッ ト A 臥66腹水肝癌の y．
G T P で は糖鎖の 40％に 出現 して い る1 71こ とや ， ヒ ト
肝細胞癌患者血清の y－G T P をノイ ラ ミ ニ ダ ー ゼ 処理
後， E－P H A親和性 ク ロ マ ト グ ラフ ィ ー を行う と， 遅延
した溶出像 を示 す こ と な どが報告さ れ てい る 川 ． 著者
の 成績 で も ， 正 常膵 y．G T Pや 正 常肝 y－ G T P はノ イ
ラ ミ ニ ダ ー ゼ処理 に 関係な く E－P H A カラム を素通 り
し殆 ど視和性 を示 さ な い の に 対 し， 肝細胞癌 y－G T P
で は 2例と も に その 溶出が 大きく 遅れた ． この よう な
溶出の 遅延 す る パ タ ー ン は， 膵癌 y－ G T Pの 5例 中2
例で明らか に ， 他の 1例で も そ の傾 向が認 めら れ た．
さ らに ， 膵癌 y－ G T P と肝細胞癌 y－G T Pの い ずれ に
お い て も， ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ処 掛 こより， Gaりヲ1 っ 4
GIcN Ac Pl － 2 Ma n al
一 一6 の 側鎖に 結合 した シ ァ
ル 酸が とれ ， E－P H Aに 対す る親和性が強くな り， 1．O
M NaCl を含む溶出液で溶出さ れる 分画の 増加す る パ
タ ー ン が認め ら れ た． こ の よう に ， 膵癌 y－ G T Pに お い
て も 肝細胞癌 y．G T P と同様 に bis e cting GIcN Ac 残
基数の 増加 して い る可能性が 示 唆さ れ よう．
以 上 の よう に ， 膵癌 y－G T P は正常膵 y－G T Pに 比
較 して種々 の 糖鎖構造に お い て 相違の ある こ とが 示唆
され ， その 差異は肝細胞癌 y－G T Pの 糖鎖 に お い て み
られ る癌性変化と類似 した点 を有して い る． こ の よう
な成績は， こ れ ま で の 肝細胞癌 y－GT Pに 関す る研究
か らみ て あ る程度予想され る こ と で あるが ， 未だ ， 報
告され て い ない ． 今 回， 膵癌 y－ G T Pに お い て， 著者 が
始めて そ の 癌性変化の 一 端 を明 ら か に した もの と い え
よ う． 肝細胞癌 y－G T Pに お い て も どの よ う な糖鎖構
造 が特異的 なの か は未だ具体的に 明ら か で は ない が ，
今後， 膵癌 y－ G T Pに つ い て も糖鎖構造 を詳細 に 解析
し， それ を具体的に 明ら か に す る必 要が あ る．
と こ ろ で ， その 機序は不明で ある が， 膵癌や 膵炎な
どの 各種膵疾患で は各種肝疾患の よう に y－G T P活性
は血 中 に反映さ れ な い の で ， 膵癌 y －G T Pの 変化 が肝
細胞癌 y－G T Pに お け る No v el y－ G T P6 囲 の よ う に




し か し， 膵 は本来， 外分 泌臓器 で も あ り， 膵液
中 へ 各種成分を積極的に 分泌す る た め， 膵の 病的状態
で増加す る物質 は血 中よ り膵液中 へ 流 出さ れ 易く， 膵
液で よ り鋭敏 に 膵の 異常 を反 映す る場合の 多い こ とが
予 想され る ． 実際， 膵液 中で は 掛 こ由来す る y－G T P活
性 が み られ て お り， 膵液中の y－G T P を分析す れ ば そ
の 癌性変化を腰瘍 マ ー カ ー と して と ら え る こ と が可 能
か も しれ な い
．
さ らに ， こ の よ う な y－G T P の特異的糖
鎖構造 に 対す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体が 開発さ れ る な ら
ば， 免疫画像診断や い わ ゆ るタ ー ゲ ッ ティ ン グ治療法
な どに も応用 し得る こ とも 期待で き よう ．
結 論
掛 こお け る ツ ーG T P の癌性変化 を解明す る た め， 膵
癌組織よ り y－G T P を精製 し， 同様 な 方法で精製 した
正 常膵， 正 常肝 ， 肝細胞癌 お よび 正 常腎の y －G T P と比
較 しな が ら， 生化学的お よ び免疫学的性状の 検討を行
い ， 以 下 の結論を得た ．
1 ． 膵癌 y－ G T P は ポリ クロ ー ナ ル 抗体 を用 い た免
疫学的検討で は ， 正 常膵 ， 正 常肝， 肝細胞癌お よび正
常腎の y－G T P との間 に抗原性 の 菱 は認 め ら れ な か っ
た ．
2 ． 膵癌 y－ G T P の電気泳動度は ， 5例 中4例 で正
常膵 y－ G T Pに 比 して明ら か に 遅れ て い た ． 同様 の 性
状 は肝細胞癌 y－ G T Pに お い て も認 め られ た．
3 ． 膵癌 y ．G T P の等電点は ， 症例 に よ り 異な る も
の の肝細胞痛 y－ G T P と同様 に い ずれ も 正 常 に比 して
高か っ た ． ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ処理 後は い ずれ も癌組織
と正 常組織 の y－ G T P の等電点 の 羞 が小 さ く な る こ と
よ り， 癌組織 y－ G T P は正常組織 y－G T Pに 比 し て シ
ァ ル 酸含量の 少な い こと が推測 され た ．
4 ． 膵癌 y－G T Pの Co nA に対 す る親和性 は， 5例
申2例 で 正常膵 y－ G T P の そ れ よ り増加 して い た．
5 ． 膵癌 y－G T Pの LCA に 対す る 親和性 は， 5例中
4例 で正 常膵 y－G T Pの それ よ り増加 し て い た ． こ の
傾向は肝細胞癌 y－ G T Pに お い て も認められ ， これ らで
はfu c o sylatio nの 増加 して い る こ とが 示 唆さ れ た．
6 ． 膵癌 y－ G T Pの E－P H Aに 対す る親和性 の 増加
は， 5例中2例で 明ら か に ， 他 の 1例 で も そ の傾向が
認め ら れた． ま た， 肝細胞癌 y－G T P 2例 に お い ても
E－P H Aに 対す る親和性 は明 ら か に 増加 して い た ．
以 上 よ り， 膵癌 y－G T P は 正常膵 y－ G T Pに 比 して
シ ァル 酸含量 の 減9， フ コ ー ス とbis e cting GIcN Ac
残基数の 増加 な どの 糖鎖構造の 変化 を起 こ して い る可
能性が示 唆さ れ． こ れ は肝細胞癌 y－G T Pに み られ る
変化と類似 した点 を有 する も の と推察 され た．
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w er esolubiliz ed by．
sodiu m deoxycholate and Trito n X
－1 00 丘o m five spe cimen s of pa n cre atic
c an c e r
，
tW O Ofn o r malpa n c rea s，tW O Of hepato c e11ula r car cin o m a a nd o n eea ch ofn o r m a1 1iv e r a nd
n or mal kidney－ A fter a ce t on e and brom elain tr eatm e nt， y
－ G T Ps w er eseparated by DE A E－
Sephar o s efastflow ， P henyl－Sepha ros eC L－4 Ba nd Mon oQ H R515 c olu m n chro mat ogr aphy． In
the do uble di乱 sio n tes tusl ng the antibody agal nSty
－ G T Ppu rified fto m nor m al kidn ey， the
pancreatic c anc er y
－ GT Pw a sim m u n ol glCally ide ntic al to the y
－ GT Ps fto m nor m al pa n cre as，
nor mal liver， hepat oce11ula r ca rcin o m a a nd nor m al kidn ey． Fo u rofnv epa n cr e atic c a n c e r a s
w ellashepatoc e11ular carcinom a y
－ GT Ps show ed distinctly slow e r el ctr ophoretic mobilitythan
the nor m alen zymes． Isoelectric pol ntSOfpa n c rea tic can c er a s w ella shepato c ellula r carcinom a
y
－ G T Ps v a ried in e ach c a s e， buta1lofthe m w ere higherthan those ofthe n o r m ale n zym e s． T his
difftren c ein isoelectric pol ntS Ofy
－ GT Psbetw e e n c a n c e rous tissu e and nor maltis su ew as redu ced
by neu raminidase tr e atm e nt． Le ctin afTin ty chrom atog
r aphy r e v ealed tw o of fiv e pa n c rea tic
can cer y
－ G T Ps wi thgr ea te r afnnityto conca n a v alin AくCo n AJtha n nor mal pan c r e a sy－ GTPs．
Four ofnv epan c r e atic c ance ry －G T Ps had a gre ate r a血一ity toLe n sculin aris ag glutininくL C Al
than norm alpan c rea s y
－ G T Ps■ T his pr ope rty wa s als ofbu nd in hepatoce11ula r c a r cin o rn ay
－
G T Ps． Nor m al pa n c re as a nd nor ma1 1iv e ry
－ G T Ps had little a爪 nity to P haseolus v ulga ris
e rythro agglutin atingくE－ P H AJ， but tw o ofnv epan c r e atic cance ry－ GT Ps had a nap pa rent af翫ity
t o E－ P H Aa nd the one other had a slight am nity to E
－ P H A． Fu rther more， hepat oc e11ula r
c ar cin om a rG T Ps had al，so a n ap Pare nt am nity t o E－ PH A－ T hese res ultsindic ate that the
transfbr m ational cha nges ofpan c re atic ca n c er y
－G T Pa re m ainlyindu c ed in the s uga r chains of
the e n zym e m ole cule s s u ch a slo w er c onte nt ofsialic a cid and hig
he r conte nt of fuc o s e a nd
bisecting N －a Cetylglu co s amineくG IcN Acl residu ea sc om pared to the nor m al pa n c r e atic e n zym e．
These changes s e e mto be simila rto the a s ociated m alignant tr a nsfbr m atio nin hepatocellular
C arCinom a y
－ G T P．
